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- RESUME : Apr6s inoculation art i f ic iel le par une souche de Xanthomonas campestris 
pathovar manihotis sur le limbe e t  l a  tige de jeunes plants de manioc, on mesure 
l'étendue des taches anguleuses e t  la contamination vasculaire (xyl8me) à d i f  ferents 
niveaux de l a  feuil le e t  de la tige. La confrontation des résultats avec des observations 
au champ dans une zone soumise 21 une fo r te  pression parasitaire permet de conclure 
B l 'eff icacité de l a  mesure de la contamination vasculaire de la t ige dans l'apprecia- 
tion de l a  tolérance. 
INTRODUCTION. 
La Bacteriose vasculaire du manioc causée par Xanthomonas campestris pathovar 
manihotis (X.C. pv m.) est un facteur important de la  baisse des rendements observee 
depuis quelques annees en République Populaire du Congo. Les seules methodes de 
lu t te  envisageables actuellement sont l 'uti l isation de matériel végétal sain ou l'impor- 
t a  tion de cultivars tolerants selectionnes B l'étranger. 
I1 est impera tif de développer un programme de selection e t  d'amelioration 
su r  la base des cultivars disponibles localement. Dans ce programme, l'évaluation 
de la tolerance B la Bactériose Vasculaire occupera une place importante. 
L'utilisation de l'inoculation artif icielle au champ presente certains inconvénients 
(occupation de surf aces importantes, contamination d'essais voisins, delais d'obtention 
des r6sultats) que l'on peut minimiser en inoculant de jeunes plants en po t  obtenus 
B part i r  de faibles quantités de matériel vegetal. 
Sur la base de 9 cultivars testés B l'antenne agronomique du CRAL 21 Odziba nous 
avons etudié, apres inoculation artif icielle, dif ferents paramt3tres de la colonisation 
des-tissus du jeune -p&pt-de manioc par le  parasite. 
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A MATERIELS ET METHODES. 
1) Inoculations artif icielles. 
a) Materiel végétal uti l isé : 
Parasite : souche 15, originaire de la  région du Pool (1984) classée dans 
notre collection parmi les souches les plus agressives (GROUSSON, 1986). 
8 Odziba. 
A : Imbama, B : Nzoh, C : Kopana, D : Langourou, E : MM 78, F : Boutou, H : Ontsaon. 
I : Zanaga & 3 : ME 2. 
Hôte : 9 cultivars de manioc en essai B l a  station agronomique du CRAL 
b) Conditions de l'experimentation : les inoculations artif icielles ont 6té 
realisées en conditions naturelles pendant la  saison des pluies dans l'enceinte du 
Centre ORSTOM de Brazzaville (du 15 février au 30 mars 1986, tempkrature maxi moyenne 
31,7"C, temp. m in i  moy. 20,9"C, 18 pluies pour un to ta l  de 218mm). 
La croissance des plants se fa i t  à par t i r  de boutures B 4 ou 5 noeuds dans 
de la terre additionnée de compost. Pendant la  période d'inoculation i ls  sont maintenus 
sous ombrage. 
c) Etude de l a  colonisation intercellulaire du mésophylle foliaire (formation 
de taches anguleuses) : on inocule la  feuille de niveau 4 (Fig. 1) d'un plant agi5 de 
1 mois 1/2. L'inoculation (Fig. IA )  est fa i te avec un emporte piace de 1.7" de diam6tre 
trempé dans de l a  crème bactérienne obtenue apr6s 48 heures de croissance B 
30°C sur du milieu nutritif (glucose, peptone, extrai t  de levure). 
Les espaces iriternervaires sont transpercks en huit points sur la  foliole centrale. 
Dix feuilles sont inoculées, chacune sur un plant différent. Aprés une incubation 
de 8 jours, les folioles sont observ6esB la  binoculaire e t  dessinbsur le  papier a 
l'aide d'un tube B dessin. La zone correspondant aux taches anguleuses (Fig. I A )  
est dbcoupbe, pesée e t  son poids converti en surface. On prend comme mesure d'éva- 
luation de la tache anguleuse, l'bpaisseur de la  couronne de surface équivalente 
à la tache init iale (épaisseur exprimbe en milli6mes de millimBtre). 
d) Etude de la colonisation du systGme vasculaire (xylGme) de la  nervure 
e t  de la partie apicale du p6tiole. 
Sur les mgmes plants, l a  feuille de niveau 3 est inoculee B l'emporte pigce 
comme précédemment, mais en deux points seulement de par t  e t  d'autre de l a  nervure 
centrale de la foliole centrale B 4 cm de la jonction limbe/pétiole (Fig. 16). L'incu- 
bation est de 9 jours ; on pré1Gve alors un fragment de nervure B mi-chemin entre 
le point d'inoculaLion e t  l 'attache du limbe au pétiole e t  un Fragment de pétiole 






f ormol/alcool/acide acétique,  deshydratés au  butanol-3, puis inclus B la paraffine. 
Les coupes transversales sérielles de 1 0 k  sont  t r a i t é e s  par un sérum de  lapin 
an t i  G. pv obtenu a u  laboratoire puis par  un sérum d e  chèvre anti-lapin marqué 
à l a  fluorésc6ine (Institut Pasteur). Sous illumination ul t raviolet te  les vaisseaux 
contaminés (bactéries et mucus) prennent une couleur ver te .  On Bvalue le  nombre 
de vaisseaux du xy lÈ"  contaminés par rapport au  total d e  vaisseaux denombrés. 
En ce qui concerne le pétiole, la s t è l e  &ant f ract ionnée en  faisceaux on compte 
aussi le nombre de faisceaux contaminés. 
e) Etude d e  l a  contamination du systsme vasculaire de  la tige : toujours 
s u r  les  m ê m e s  plants, on pratique au  cen t r e  de l'entre-noeud immédiatement en  dessous 
de l 'a t tache d e  la feuille 1 une piqüre t raversant  la  tige de  part en part avec  une 
aiguille flambee enduite d e  creme bactérienne. Plusieurs pénétrations et allées 
et venues permettent de  f a i r e  péné t re r  la bacter ie  directement dans la s tde  
(Fig IC). Pour une dizaine de plants on note  aprés 20 jours  d'incubation le  nombre 
de feuilles f le t r ies  et la presence ou l'absence d'exsudats de  bacterioglée au niveau 
du point d'inoculation, puis on découpe des  fragments d e  t ige  de  0.3cm, l'un B 2cm 
au  dessus de la  piqüre (h) l 'autre  à 2cm en dessous (b). Aprés fixation, inclusion 
e t  coupe, on pratique la m ê m e  coloration que précédamment et  on d6nombre les 
vaisseaux du Xyleme contaminés. 
f)  T€"ins : ils sont  obtenus en utilisant un emporte piece ou une aiguille 
sans creme bactérienne. 
2) Observations a u  champ. 
Sur les parcelles mises en  place B Odziba par l e  CRAL nous avons déterminé 
le  pourcentage de  tiges aoû tées  montrant le symptbme d e  dessikhement de  la sommité 
(150 observations pour chaque cultivar) 14 mois aprés plantation. Pour chaque cult ivar 
22 t iges  aoÛt6es CI sommet dessikhé sont  pr6levées. Sur ces t iges  on decoupe 
deux fragments de 10cm l'un B 5cm de la jonction t issus morts/tissus vivants, l 'autre 
plus bas à 25cm de la m e m e  zone. C e s  fragments, flambés B l'alcool, son t  découpés 
en 16 et mis à incuber B 6°C pendant une nuit dans 50ml d'eau stéri le.  L'analyse 
de l'eau d'incubation (étalement s u r  milieu nutritif) permet d e  conclure B la contamina- 
tion ou b la non contamination par  s pv m.. 
RESULTATS. 
1) Formation de  t aches  anguleuses. C'est  en nous basan, s u r  des  résultats an té-  
r ieurs  (GROUSSON, 1986) que nous avons choisi la feuille 4 comme support  pour l'évalus- 
tion de la tail le des  t aches  anguleuses. L'auteur a montré que les feuilles 3,4,5 8 
6 r6agissaient de  la mgme façon B l'inoculation artificielle. La lecture du tableau 
i, 
1 f a i t  ressortir des différences significatives entre les tailles des taches mesurées 
sur les 9 cultivars. F e t  6 se distinguent bien des autres. Le classement obtenu 
(Tableau 8) ne correspond pas B ceux établis en uti l isant l a  contamination vasculaire 
ou l'observation des symptômes en pots e t  au champ. 
2) Colonisation du systt?" vasculaire de l a  nervure e t  du pétiole. Pour l a  majori- 
t é  des cultivars la  contamination est for te  (tableaux 2 & 3) au niveau de l a  nervure 
de l a  feuille (plus de l a  moitié des vaisseaux du xylF3mes contaminés pour 8 des 
9 cultivars). Un cultivar (E) se différencie particuliiirement des autres par sa faible 
infestation vasculaire. La d i f f  érentiation entre les autres cultivars est diff ici le. 
S i  l'on s'interesse B l a  contamination vasculaire du pétiole (tableaux 2 & 4 )  
on note inversement qu'un cultivar (H) se caractérise par une forte contamination. 
Pour les autres les différences ne sont pas significatives. 
Dans les deux cas (pétiole e t  nervure) les cultivars placés aux deux extrèmes sont 
ceux qui respectivement présentent l e  plus e t  le  moins de symptdmes' en pot e t  au 
champ (tableaux 8 & 9). 
3) Colonisation du système vasculaire de la  tige, symptpômes en pots. Que ce 
soit en haut (tableau 5) ou en bas (tableau 6) la mesure de la  contamination vasculaire 
permet de bien distinguer les cultivars E e t  H des autres cultivars. Les cultivars 
intermédiaires sont mieux d i f f  grencies que précedemment (une douzaine de comparai- 
sons non significatives au l ieu de 22 pour nervure e t  27 pour pétiole). 
La aussi les resultats obtenus pour les cultivars e x t r h e s  correspond bien B ce 
qui est obtenu par observation des symptdmes. L'observation 'du fletrissement des 
feuilles e t  de la  production d'exsudats du plant inoculé en pot donne des chif fres 
concordant avec ceux de l'intensité de la  contamination vasculaire (tableaux 8 & 9). 
4) Observations au champ. Nous avons prof i té d'un essai variétal pour faire 
des observations qui ne sont que parcellaires. II aurait été souhaitable de travail ler 
sur des plants issus de matériel v6gétal controlé inocules artificiellement mais 
ceci étai t  impossible compte tenu de certaines contingences. 
Le tableau 7 montre que mis B part  le  cultivar D, les 8 autres presentent de tres 
fo r t s  pourcentages de dessGchements de sommités. Les parcelles étaient en effet 
soumises 8 une for te  pression parasitaire (bactériose principalement) mais aussi 
B des périodes de sécheresse e t  B un enherbement important. 
Tous les desstkhements de sommitgs ne sont pas imputables B la bactgrie. La recher- 
che du parasite dans l a  zone fronti6re entre tissus vivants e t  tissus nécrosés permet 
de corriger le  pourcentage oberv6 en un pourcentage attribuable B la  Bact6riose 
Vasculaire (pourcentage corrigé du tableau 7). Chez le  cultivar E, par exemple, il 
y a un f o r t  pourcentage de dessrkhements mais beaucoup de ces symptômes ne sont 
, t. 
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pas causés par une action parasitaire (cultivar 8 ramification for te produisant des 
branchettes sèchant naturellement). Inversement chez H tous les desskhements 
sont d'origine bacterienne. 
L'importance de l a  contamination de la  tige aoûtbe en h e t  en b (Tableau 7) 
correspond 8 un pourcentage élevé de déssèchements chez le  cultivar sauf pour 
D. Chez 0 le symptame de dessschement des sommités est peu frequent par contre 
la  contamination des tissus est importante. Ceci prouve que l'expression du symptôme 
ne dépend pas uniquement de l'intensité de la  présence bactérienne mais aussi 
de composantes physiologiques propres au cultivar. 
artif icielles la  susceptibilite du cultivar H e t  l a  tolérance du cult ivar E. 
Les observations au champ font ressortir comme les rksultats des inoculations 
DISCUSSION. 
Le classement des cultivars obtenu par la  mesure des taches anguleuses di f fère 
de celui obtenu par l'observation des symptômes ou par l a  mesure de la  contamination 
vasculaire. S i  le  cultivar le  plus sensible (H) montre de grandes taches anguleuses, 
le cult ivar considéré comme tolérant (E) a les memes réactions. Cela prouve que 
les mbcanismes qui interviennent dans l a  limitation du développement intercellulaire 
du parasite sont différents de ceux provoquant la  réduction de l'apparition des 
symptômes ou de la contamination vasculaire. Quels sont ces mécanismes ? Ce peuvent 
&t re de simples barrières physiques (réduction de l a  tai l le des espaces intercellulaires, 
fo r te  densitb du réseau des nervures) ou des barrieres chimiques. La vitesse de 
cicatrisation des blessures sur l e  limbe est variable chez dif fgrents cultivars (BOHER 
R DANIEL 19861, des compost% bacteriostatiques apparaissant au cours de la  cicatrisa- 
t ion tion pourraient Qtre responsables de la  limitation du développement intercellu- 
laire. Mgme si il n'y a pas de corrélation entre tai l le des taches anguleuses e t  toléran- 
ce, cet  aspect de l'expression de la  maladie ne doit pas Qt re  négligé dans la  recherche 
de l a  tolérance. 
La mesure de l a  contamination par le  parasite des vaisseaux du xylème est un 
bon moyen d'évaluer l a  tolérance. C'est dans les vaisseaux que la  bactérie e t  son 
mucus agissent de manière évidente sur la  physiologie de l'hbte (fletrissemen ts, 
perte d'assimilation chlorophyllienne). Nos résultats prouvent que l e  symptbme de 
fletrissement est directement l ié  B l'intensité du développement intra-vasculaire 
du parasite (tableaux 8 8 9). Le cultivar F (Boutou) se distingue cependant, qui, malgr6 
une faible contamination du xylème de la  tige, présente des symptbmes importants 
de fletrissement. La, comme pour le  cultivar D (Langourou), on peut invoquer une 
composante physiologique propre au cultivar qui f a i t  que l'apparition des symptdmes 
n'est pas directement proportionelle à l'intensite de l 'act ivi t6 parasitaire dans 
les tissus. 
L'analyse du degr6 de signification des d i f f  Grences entre mesures de contamination 
vasculaire B diff6rents niveaux chez les 9 cultivars montre que l a  distinction des 
cultivars est meilleure aprés inoculation de la  tige que aprés inoculation de la feuille. 
I1 faut remarquer que les cultivars testes dans notre étude ont un comportement 
proche au champ vis à vis de X.C. pv m. (E est un cultivar tolérant mais il existe 
des cultivars qui tolérent beaucoup mieux le  parasite). Malgr6 cela, l'étude de l a  
contamination vasculaire de l a  t ige permet une bonne distinction entre ces cultivars. 
nous avons du nous l im i te r  à l'observation du symptôme de dessckhement des sommités 
I1 serait necessaire d'effectuer des évaluations à différentes époques sur des 
plants inoculés artificiellement issus de boutures saines. 
Nos évaiuations au champ ne sont pas suffisantes, du f a i t  des contingences, 
Les résultats obtenus aprés inoculation de jeunes plants concordent bien avec 
le  comportement observé au champ; les anomalies relevées entre les dif fgrents classe- 
ments (tableaux 8 8 9) nous inci tent  21 penser qu'il faut  aussi etudier certaines 
composantes physiologiques de l'hôte (vitesse de fletrissement, reprise de la v6gétation 
aprés infection) qui, independamment de la  sensibilité à l ' infect ion elle-même, sont 
des facteurs importants de la tolérance ou de l a  susceptibilité. 
En analysant la  contarnination bactérienne des tiges aoÛt6es à extremités 
dessgchées ont s'aperçoit que dans certains cas une évaluation de la  tolérance 
basée sur l'observation des symptames au champ peut í3 treune source d'erreurs. 
CONCLUSION. --
La pratique de l'inoculation art i f ic iel le avec des souches de virulence connue 
est absolument nécessaire pour évaluer les possibilités d'un cultivar de tolérer 
l ' infection par 
permet un gain de place e t  de temps appreciables, en outre, elle est économe en 
matériel végétal. Les résultats que nous avons obtenus sur ces jeunes plants rendent 
bien compte de ce qui se passe en conditions naturelles d'infection. 
pv s. L'utilisation de jeunes plants comme support pour l'inoculation 
La seule analyse de l a  contamination vasculaire de l a  t ige aprés inoculation 
par piqüre est suffisante, 8 notre avis, pour pratiquer un tri efficace. Pour plus 
de securité, on peut se placer en conditions controlees (température, humidite, 
&lairement), c'est ce que nous exp6rimentons actuellement. 
On  peut envisager de prolonger ce tri par une étude précise mais couteuse 
des sites d'expression de la  tolbrance à l a  maladie (aptitude à supporter un d6veloppe- 
ment épiphyte, vitesse de cicatrisation des blessures sur limbe, f re in  a l a  multiplication 
dans le  mrSsophyIle, ralentissement de l a  colonisation des vaisseaux, aptitudes physiolo- 
giques diverses limitant les conséquences de l'infection). 
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Tableau 1 : Résultats des  mesures de  t aches  anguleuses 8 jours apr6s blessure 
e t  inoculation par la souche 15 sur la foliole cent ra le  de la feuille de  niveau 4. 
Mdy. : moyennes des  mesures e f f ec tuées  s u r  10 plants différents  (8 mesures pour 
chaque plant). Le chi f f re  correspond à l'gpaisseur exprimée en milliGmes d e  millimetre 
de la couronne équivalente B l a  sur face  observQe de  la t ache  anguleuse. 
Comparaison des moyennes par le test t : 
NS : différence non significative a u  seuil de  5% 
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Tableau 2 : Colonisation du systdme vasculaire de la feuille chez 9 cultivars 9 jours 
aprés inoculation art i f ic iel le en deux points du limbe. 
Une portion de l a  nervure mediane (Nervure) située B 2cm de l'attache 
du pétiole e t  l'extrémité apicale du pétiole (Pétiole) sont fixées,incluses B l a  paraffine 
e t  coupées. Le parasite est mis en evidence dans les vaisseaux par la reaction d'immuno- 
fluorescence indirecte. Les pourcentages s'appliquent au nombre de vaisseaux dans 
lesquels on a observe le parasite par rapport au nombre to ta l  de vaisseaux denombrés 
dans la stGle de l a  nervure ou du petiole. Dans le cas du petiole l a  stGle Want 








Tableau 3 : Classement des  9 cultivars en  fonction du pourcentage de  vaisseaux du 
xylÈ?me contamines dans la nervure 9 jours apres l'inoculation. 
Moy. : moyenne de 9 B 10 mesures. 
Traitement statistique : voir tableau 1. 
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- Tableau 4 : Classement des 9 cultivars en fonction du pourcentage de vaisseaux conta- 
minés dans .la partie apicale du pétiole, 9 jours apr6s l'inoculation. 
Moy. : moyenne de 9 B 10 mesures. 
Traitement statistique : voir tableau 1. 
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Tableau 5 : Classement des 9 cultivars en fonction du pourcentage de vaisseaux du 
Xyleme contaminés dans la  tige 20 jours aprés inoculation par piqüre e t  à 2cm au 
dessus du point d'inoculation (h). 
Moy. : moyenne de 9 8 12 mesures. 
Traitement statistique : voir tableau 1. 
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-Tableau 6 : Classement des 9 cultivars en fonction du pourcentage de vaisseaux du 
xylBme contaminés dans la  tige 20 jours apr6s inoculation par piqüre e t  i3 2cm au 
dessous du point d'inoculation (b). 
Moy. : moyenne de 9 B 12 mesures. 
Traitement statistique : voir tableau 1. 
r 
Dessgchement des 
sommiteç au champ 
% observe '% corrigé 
I 
A 81 37 
Imbama 
B 95 56 
Nzoh 
C 86 70 
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Contamination 
de la  t ige aoûtée 
en h I en b 
10/22 I 4/22 
13/22 I 11/22 
16/22 I 10/22 
12/22 I 3/22 
- Tableau 7 : Observations au champ. 
DessGchement des sommités : pourcentage de tiges 
aoûtées présentant au champ le  symptame de desse- 
chement de la  sommité (14 mois aprés plantation). 
Le pourcentage corrigé correspond aux symptômes 
réellement attribuables El & pv m, . 
Contamination de l a  t ige août6e : présence de 
- X.C. pv m, dans les tissus des tiges dessc?chees 
B leur sommet en h B 5 cm de la limite tissus' nécrosés 
tissus sains e t  en b B 25 cm de cette meme limite 
(voir schéma ci-contre). 
Taille 
taches anguleuses 








































































































Tableau 8 : Classements des 9 cultivars observés en fonction des differents caracteres 
étudiés. La note de chaque cultivar est ha luge  par rapport B celle du cultivar 
l e  plus sensible : Ontsaon (100). 
Contamination 
























































































des sommitbs, d'origine 




















Tableau 9 : suite du tableau 8. 
